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Пролиферация и дифференциация клеток играют чрезвычайно важную роль при многих 
тканевых перестройках физиологического плана и генезисе патологических процессов, они 
регулируются достаточно большим набором факторов. Применительно к клеткам нервной 
ткани ключевое значение придается белкам семейства нейротрофинов и системы перицел
люлярного протеолиза, в частности звена «плазминоген (Pg)-roia3MHH (Pl)» (в т. ч. его акти
ваторам и ингибиторам).

Значимость нейротрофинов, например, фактора роста нервов (NGF) и компонентов ука
занного звена продемонстрирована многочисленными публикациями. NGF очень важен для 
созревания и функционирования первичных сенсорных спинальных нейронов, адренергиче
ских симпатических нейронов и центральных холинергических нейронов базальных ядер пе
реднего мозга [1, 2]. При участии звена «Pg-РІ» происходит миграция шванновских клеток, 
нейронов, рост нейритов, дифференцировка нейробластов и т. п. [3]. Установлены факты, 
позволяющие говорить о взаимодействии NGF и звена «Pg-РІ». Так, показано, что олигомер 
NGF, его у- и (3-субъединицы обладают Pg-активаторной способностью [1, 4, 5]. Сам актив
ный Р1 в определенной концентрации способен повышать секрецию клетками NGF [6] и ка
тализировать процессинг белка предшественника этого нейротрофина [7]. Оказалось также, 
что NGF индуцирует появление рецептора урокиназного активатора Pg на клетках PC 12 [8] и 
повышает высвобождение его в культуре микроглии [9].

Вместе с тем, детали этого взаимодействия на молекулярном и клеточном уровнях оста
ются недостаточно ясными. Механизмы реализации биологических эффектов NGF также 
пока остаются не до конца понятыми. Наконец, характеризуя роль звена «Pg-РІ», большое 
внимание, как правило, уделяют активаторам Pg (урокиназного и тканевого типов) и их ин
гибиторам. Значение же Pg — важного компонента этого звена для структуры и функции 
клеток привлекает гораздо меньшее внимание исследователей. Между тем, полученные в по
следние годы результаты свидетельствуют о протекторном действии Pg на клетки нервной 
ткани при ряде повреждающих факторов, стимуляцию эффекта дифференциации NGF 
[например, 10—13]. Это первые шаги в масштабном исследовании. Механизмы влияния Pg 
на жизнедеятельность клеток нервной ткани ранее почти не изучались. В частности, это ка
сается состояния внутриклеточных метаболических процессов.

Исходя из изложенного, цель настоящей работы — изучение влияния Pg и NGF на со
стояние реакций внутриклеточного протеолиза у клеток феохромоцитомы PC 12, способных 
трансформироваться в нейрональные под действием NGF и синтезирующих активатор Pg 
урокиназного типа [14]. Из множества реакций внутриклеточного протеолиза исследовали 
уровень ATP-зависимого протеолиза, учитывая его роль в программированной гибели нейро
нов [15], а также нейтральных Са2+-зависимых протеиназ (кальпаинов), осуществляющих 
расщепление белков нейрофиламентов, микротрубочек, некоторых пептидов, либеринов, а 
также процессинг протеинкиназы С и белков рецепторов глутамата [15—18].

Материалы и методы. Клетки феохромоцитомы крысы PC 12 (получены из Института 
химической и биохимической физики АН Эстонской ССР) культивировали на чашках Петри 
на среде RPMI-1640, содержащей 10% лошадиной и 5% эмбриональной телячьей сыворотки 
крови, 100 ЕД/мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина в СОг-инкубаторе при концен
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трации СО2 5%. За сутки до эксперимента культуральную жидкость удаляли, клетки заливали 
свежей питательной средой, содержащей 0.5% сыворотки (для минимизации интерферирую
щего действия сывороточных белков и синхронизации клеток в прохождении клеточного 
цикла). Через 24 ч клетки феохромоцитомы снимали механическим пипетированием, суспен
зию разводили питательной средой до концентрации 1 млн клеток в пробе (подсчитывали 
визуально в камере Горяева). Затем в суспензию клеток вносили NGF в концентрации 10 или 
100 нг/мл или Pg в концентрации 0.01, 0.1, 1.0 и 10 мкг/мл (соответственно 10’10 М, 10"9 М, 
10~8 М и IO’7 М) или же смесь этих двух белков в указанных концентрациях. В контрольные 
образцы указанные белки не добавляли. Через 20 мин суспензию клеток центрифугировали 
при 2000 об/мин в течение 5 мин, осадок замораживали и хранили при —24 °С.

Для исследования протеолитической активности клетки гомогенизировали в деионизиро
ванной воде, гомогенат использовали для анализа.

Активность протеиназ определяли спектрофотометрически по накоплению тирозин- и 
триптофансодержащих кислоторастворимых продуктов расщепления казеина, определяя ве
личину абсорбции при 280 нм. Инкубационная смесь включала:

— для определения ATP-активируемого протеолиза: 0.3% раствор казеина — 0.1 мл; ис
следуемый образец — 0.1 мл; 0.1 М трис-HCl буфер pH 9.0—0.1 мл; АТР (3- 10’4М) — 0.1 мл;

— для определения Са2+-зависимого протеолиза: 0.2% раствор казеина — 0.1 мл; иссле
дуемый образец — 0.1 мл; 0.1 М трис-HCl буфер pH 7.2—0.1 мл; Са2+ (в концентрации 50 мкМ 
для кальпаина I или 5 мМ для кальпаина II) — 0.1 мл.

Пробы инкубировали при 37 °С в течение 30 мин (для ATP-активируемого протеолиза) 
или 2 ч (для Са2+-активируемого протеолиза). Реакцию останавливали добавлением 0.1 мл 
охлажденной 10% НСЮ4. Контролем при определении протеолитической активности служи
ли пробы, в которые НСІО4 вносили сразу же после смешивания компонентов инкубацион
ной смеси. Оптимальные концентрации казеина, АТР и ионов кальция, а также pH были по
добраны в соответствующих установочных экспериментах.

Все исследования выполнены не менее чем 5-ти кратно. Результаты обработаны стати
стически с вычислением t-критерия Стьюдента.

В работе использовали среду RPMI-1640, сыворотку эмбриональную телячью (Sigma, 
США), ATP-Na соль, трис (Reanal, Венгрия). Остальные реагенты были производства стран 
СНГ квалификации «хч».

Образцы плазминогена человека высокой степени чистоты выделяли из обогащенной р- 
глобулинами фракции крови методом аффинной хроматографии на лизин-сефарозе 4В. Под
робно выделение, физико-химические и функциональные свойства таких образцов описаны 
нами в предыдущей статье [19].

Олигомер NGF получали из гомогенатов подчелюстных слюнных желез белых мышей- 
самцов методом солевого осаждения и хроматографии как подробно описано ранее [20]. Об
разцы были гомогенны при электрофорезе в полиакриламидном геле в присутствии додецил
сульфата натрия и имели специфическую активность 3.5 • 104 БЕ/мг белка.

Образцы Pg и NGF подвергали стерилизующей фильтрации через фильтры «Millipore» 
(0.22 цм) фирмы «Sartorius».

Результаты и их обсуждение. Судя по полученным данным, кратковременная экспозиция 
клеток РС12 с Pg ведет к снижению интенсивности ATP-активируемого протеолиза на 27— 
50% в зависимости от концентрации зимогена (рис. 1). Концентрационная зависимость эф
фекта имеет сложный характер, что обусловлено несколькими факторами. Например, извест
но, что ATP-активируемые реакции протеолиза сосредоточены в клетке в нескольких облас
тях: митохондриях, протеосомах [21]. Учитывая возможность функционирования на мембра
нах клеток рецепторов Pg, в зависимости от степени насыщения этих рецепторов белком 
лигандом может меняться и картина влияния фактора. Наибольшее подавление АТР- 
зависимого протеолиза отмечено при концентрации зимогена 1 мкг/мл. Добавление в пита
тельную среду одного NGF вело к угнетению ATP-зависимой активности лишь при макси
мальной из используемых концентраций нейротрофина на 35%. Следует отметить, что имен
но при близких концентрациях NGF наблюдаются морфофункциональные перестройки кле
ток РС12 в нейрональные. Однако при смешивании NGF с Pg зимоген уже не оказывал 
эффекта. Последний практически утрачивался при концентрации NGF даже 10 нг/мл. Инги
бирование ATP-зависимого протеолиза при комбинации Pg + NGF проявлялось (причем в 
максимальной из наблюдавшихся мере — 50%) лишь в одном варианте: 1 мкг/мл зимогена + 
10 нг/мл NGF (рис. 1). Это ингибирование свойственно самому зимогену, нейротрофин его
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ВКонтроль

BPg 0,01 міг/мл 

Bpg 0.1 мкг/мл 

ВРд 1 мкг/мл 

ВРд 10 мкг/мл

BNGF 10 нг/мл 

BNGF 100 нг/мл

ВРд 0,1 мм/мл+NGF 10 нг/мл 
Врд 1 мкг/мл tNGF 100 нг/мл 

В₽д 1 мкг/мл+NGF 10 нг/мл 

В₽д 10 mmAwi+NGF 100 нг/мл 
ВРд 10 мкг/мл+NOF 10 нг/мл

Рис. 1. Активность АТР-зависимых протеаз в клетках РС12 при раздельном и комбинированном внесении в среду 
инкубации Pg и NGF: время инкубации 20 мин 

Примечание: здесь и далее * — статистически достоверные изменения при Р < 0.05

не изменяет. Вместе с тем, удивительно, что NGF в данной концентрации достаточно, чтобы 
снять воздействие Pg даже при концентрации 10 мкг/мл. Складывается впечатление, что 
взаимодействие Pg и NGF носит сложный характер и, возможно, имеет несколько путей реа
лизации.

На активируемые низкими концентрациями Са2+ (50 мкМ, кальпаин I) реакции протео
лиза Pg оказал разноплановое действие (рис. 2). При добавке зимогена в диапазоне концен
траций 0.01—1.0 мкг/мл 1-кальпаиновая активность снижалась на 70—80%. Лишь при кон
центрации Pg 0.1 мкг/мл значимого эффекта не было. При максимальной же его концентра
ции (10 мкг/мл) наблюдалось увеличение этой активности на 40%. Экспозиция клеток PC 12 
с одним NGF лишь при максимальной концентрации нейротрофина увеличивала I- 
кальпаиновую активность на 45%. При смешивании Pg + NGF описанные изменения этой 
активности не проявлялись. Причем, для последнего достаточно даже 10 нг/мл NGF. Вместе 
с тем, при варианте 1 мкг/мл Pg + 10 нг/мл NGF зафиксировано полное подавление I- 
кальпаиновой активности (рис. 2). Увеличение же концентрации NGF до 100 нг/мл в этом 
случае вызывало лишь 40% угнетения активности кальпаинов. Сопоставление действия 1 
мкг/мл Pg и 100 нг/мл NGF прозволяет допустить наличие в данном случае суммации эф
фектов двух белков. Эта суммация, однако, не проявлялась, например, в варианте 10 мкг/мл 
Pg + 100 нг/мл NGF: уровень протеолиза не отличался от контроля.

На активируемые Са2+ в более высоких концентрациях (5 мМ, кальпаин II) реакции про
теолиза кратковременная экспозиция клеток феохромоцитомы с Pg оказала иное действие 
(рис. 3). При минимальной (0.01 мкг/мл) концентрации зимогена наблюдалось увеличение 
П-кальпаиновой активности на 80%, а при концентрации 1.0—1.0 мкг/мл белка — угнетение 
на 30—40%. Добавки одного NGF мало влияли на эту активность. Вместе с тем, именно в 
концентрации 10 нг/мл нейротрофин вызвал небольшое (на 20%) угнетение данной протеоли-

^Контроль

ВРд 0,01 мкг/мл

ВРд0.1 мкг/мл
ВРд мкг/мл
ВРд 10 мкг/мл

0NGF 10 нг/мл
BNGF 100 нг/мл

ВРд 0.1 мкг/мл*ЬЮР 10 нгЛдл

ВРд 1 мкг/мл+MGF 10 нг/мл
ВРд 1 мкг/мл*ЫбР 100 нг/мл 

ВРд 10 мкг/мл+MGF 10 нгЛет 

ВРд 10 мкг/мл+NGF 100 нг/мл

Рис. 2. Активность (I) Са2+-зависимых протеаз в культуре клеток РС12 при раздельном и комбинированном 
введении в среду инкубации Pg и NGF: время инкубации 20 мин
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B₽fl 10 mkt/Mh*NGF 10 нг/мл 
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Рис. 3. Активность (II) Са2+-зависимых протеаз в культуре клеток РС12 при раздельном и комбинированном 
введении в среду инкубации Pg и NGF: время инкубации 20 мин

тической активности. Смешивание Pg + NGF вызвало проявление несколько иной картины, 
чем в случае ATP-зависимого протеолиза и I-кальпаиновой активности. В вариантах с 10 мкг/мл 
Pg NGF при концентрации 10 нг/мл повышал уровень протеолитической активности на 55%. 
При максимальной его концентрации отмечено полное подавление последней. Аналогичная 
картина отмечена в вариантах эксперимента с 1 мкг/мл Pg. Здесь было достаточно добавить 
NGF уже в минимальной концентрации. Вместе с тем, ни сам зимоген, ни NGF не вызыва
ли даже близких этому изменений. При смешивании Pg в концентрации 0.1 мкг/мл (когда 
сам по себе зимоген не влиял на изучаемый показатель) с 10 нг/мл NGF подавление протеоли
тической активности было более выраженным, чем при действии одного нейротрофина: 50%.

Следовательно, кратковременное воздействие Pg и NGF на клетки феохромоцитомы РС12 
вызывает существенные изменения метаболических внутриклеточных процессов, в частности, 
реакций протеолиза. Концентрационная зависимость эффектов и их проявления при сочета
нии Pg + NGF носят сложный характер. В настоящее время представляется невозможным 
оценить последствия этих сдвигов для жизнедеятельности клетки. Вместе с тем, в предыду
щей статье [22] было показано, что воздействие Pg на данные клетки даже в течение суток не 
влияло на их выживаемость, не вызывало гибели или изменения морфологии. При экспози
ции такой продолжительности лишь в концентрации 10 мкг/мл Pg вызвал увеличение интен
сивности ATP-зависимого протеолиза на 20%. Изложенные в настоящей статье данные фак
тически впервые иллюстрируют метаболический эффект Pg на клеточном уровне, механизм 
которого остается пока неясным и уяснение природы которого составляет объемную задачу 
для дальнейших исследований.
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Summary

The activity of ATP- and Ca2+-dependent proteases was studied in pheochromocytoma PC 12 cells after their cultivation 
with plasminogen (Pg) and nerve growth factor (NGF) in different concentrations or with combination of Pg + NGF. It was 
found that a short-term exposure of pheochromocytoma PC 12 cells to Pg and NGF induced noticeable changes of proteoly
sis. These changes have complex character, in the dependence on Pg and NGF concentrations and combinations. In fact, 
presented data firstly illustrate the metabolic effect of Pg at cells. It mechanism is unclear until, and this phenomen nature is 
complex task for study in perspective.




